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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestelit 

@ Verfahren und Einrichtung zum Behandein von biologischen Objekten, die sich in einer Flussigkeit befinden 

(g) Verfahren zum Behandein, wie Ablosen. Mischen, Perfun- 
dieren, Verdunnen und Entnehmen, von insbesondere biolo- 
gischen Objekten, wie Zellen, die sich in einem Flussigkeits- 
volumen befinden, durch einen gerichteten Flusslgkeits- 
strom, dessen Wirkungsbereich goometrisch durch ein z. B, 
ringformiges Bauteil oder dynanrtisch durch gleichzeitiges 
Absaugen auf einen Tail des Flussigkeitsvolumens be- 
schrankt ist. Eine bevorzugte Einrichtung hierfur enthSIt 
einen Applikatorteil (10) mit zwei Pipettenspitzenteilen (14, 
15) und eine Fiuidfordervorrichtung (12), die so mit den 
Pipettenspitzenteilen verbunden ist, daS in diesen eine 
gegensinnige Bewegung von Flussigkeit erzeugt werden 
kann. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung geht aus von einem Ver- 
fahren mit den im Oberbegriff des Anspruchs 1 aufge- 
fuhrten Merkmalen und betrifft auBerdem Einrichtun- 5 
gen zu dessen Durchfiihrung. 

Die Erfindung betrifft insbesondere Verfahren und 
Einrichtungen zum Behandeln von kJeineren Objekten, 
die sich in einem Flussigkeitsvolumen befinden, durch 
Inkubieren, Abl6sen, Mischen, Perfundieren (Behandeln 10 
durch einen iiber die Objekte geleiteten Flussigkeits- 
strom), Verdiinnen, Vereinzein und/oder Entnehmen. 
Ein bevorzugtes Anwendungsgebiet ist die Behandlung 
von biologischen Objekten, wie Zellen. die Erfindung 
soli daher im folgenden anhand dieses Anwendungsge- 15 
bietes eriautert werden. obwoh) sie nicht auf die Be- 
handlung von biologischen Objekten beschrankt ist 

Es sind Mehrfachpipetten zum gleichzeitigen Einfiih- 
ren dosierter Substanzmengen in eine entsprechende 
Anzahl von Behalter bekannt. Solche Mehrfachpipetten 20 
sind jedoch fur eine gezielte Behandlung von Objekten, 
wie Zellen, Zeliverbanden, Gewebe u.dgL weder be- 
stimmt noch geeignet 

Es ist ferner bekannt, substratverankerte (adharente) 
Zellen, die unter Zellkulturbedingungen an einem Sub- 25 
strat, wie einem ZellkulturgefaB. fest haften (z. B. Mono- 
layerkulturen von Epithelzellen oder Fibroblasten) oder 
lose auf einem Substrat aufliegende Zellen (2. B. Suspen- 
sionskulturen hamopoetischer Zellen oder Hybridom- 
zellen) oder aus Zellen aus ZellverbSnden, Geweben, 30 
Gewebeschnitten, Slice-Praparaten und anderen Unter- 
suchungsobjekten durch eine spezielle Behandlung, z. B. 
durch gezieltes Spiilen eines definierten Ausschnittes 
einer Monolayerkultur oder eines Zelienklones in einer 
Petrischale nach einer Enzymbehandlung herauszul5- 35 
sen. Bei vielen Separationsverfahren dieser Art ist ein 
gezieltes mechanisches Ablosen von haftenden und/ 
oder zusammenhangenden Zellen oder Zellklonen mit 
bestimmter Lokalisation bzw. bestimmten Merkmalen 
aus Geweben oder von Kulturunterlagen, eine gezielte 40 
Separation von Zellen oder Zellklonen mit bestimmten 
Eigenschaften und das Oberfuhren in ein anderes Zell- 
kulturgefaB unter definierten, z. B. sterilen Bedingungen 
erforderlich, wobei gewahrleistet sein muB, daB die iso- 
lierten Zellen oder Zellklone weiter unter Gewebekul- 45 
turbedingungen am Leben erhalten werden. 

Oblicherweise erfolgt die Isolation bestimmter Zellen 
aus Geweben oder von einem Substrat durch Behand- 
lung des gesamten Gewebes oder der gesamten Kultur- 
einheit mit Enzymen (z. B. Trypsin). Nach entsprechen- 50 
der Einwirkzeit lassen sich die ausgewahlten Zellen, die 
beispielsweise einen bestimmten Gewebetyp oder dem 
Zellklon angehoren, durch gezieltes lokales Spiilen in 
einem Flussigkeitsstrom mit einer Pipette, 2. B. einer 
Pasteurpipette oder einer Festvoiumen-Mikroliterpl- 55 
pette von der Oberflache der Kulturunterlage oder des 
Gewebes aufnehmen und in ein anderes KulturgefslB 
iaberfiihren. 

Dieser Stand der Technik ist aus mehreren Grunden 
unbefriedigend: 60 

1. Das Ablosen der Zellen durch wiederholtes Spii- 
len bestimmter Abschnitte einer Kultur oder eines 
Gewebes mit einer Perfusionspipette hat in der Re- 
gel eine Dispersion der Zellen iiber einen groBeren 65 
Bereich der Kultur oder des Gewebes zur Folge, so 
daB ine voUstandige Aufnahme des gesamten in- 
teressierenden Zellmaterials wegen des Verstreu- 
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ens und der ungenugenden Lokalisierbarkeit des 
perfundierten Material schwierig. 

2. Eine Enzymbehandlung einer Zellkultur oder 
Gewebeeinheit in ihrer Gesamtheit ist oft nicht er- 
wiinscht 

3. Eine genaue Lokalisation von gewiinschten Ge- 
webeabschnitten ist nach einer generellen Enzym- 
behandlung schwierig, zeitaufwendig und bei ma- 
nueller Fuhrung der Pipetten ungenau. 

4. Eine Kontamination der entnommenen Zellen 
oder Zellklone durch andere, in der Kulturschale 
befindliche Zelltypen kann nicht ausgeschlossen 
werden. 

5. Wahrend der Isolationsprozedur besteht die Ge- 
fahr einer Zellschadigung durch Eintrocknen der 
Zellen oder zu lange Exposition mit der Enzymlo- 
sung, da die Enzymbehandlung in der Regel in sehr 
kleinen Fliissigkeitsvolumina durchgefiihrt wird 
und eine mehrfache Entnahme von Zellen oder 
Zellklonen aus der enzymbehandelten Gewebekul- 
tur erforderlich ist, um mehrere unterschiedliche 
Einzelkulturen aus einer Kultur mit verschiedenen 
Zellklonen anzulegeiL 

Zur Verringerung dieser Schwierigkeiten sind ver- 
schiedene MaBnahmen bekannt: 

a) Spezielle Gewebekulturschalen, bei denen nicht- 
haftende Klone in einzelnen Napfchen wachsen. 

b) Die Anwendung eines sogenannten Klonie- 
rungsringes, der auf das Kultursubstrat aufgeklebt 
wird und ein bestimmtes Areal lokal abgrenzt. Da- 
durch wird, wenn auch sehr eingeschrSnkt, eine lo- 
kale Behandlung, z. B. Enzymbehandlung, der 
durch einen solchen Ring abgegrenzten Zellen 
mdglich. 

Diese MaBnahmen fiihren jedoch noch nicht zu vol! 
befriedigenden Ergebnissen: Mit den erwahnten be- 
kannten speziellen Gewebekulturschalen konnen nur 
Klone nichtadharenter Zellen separiert werden, der Er- 
folg dieser MaBnahme hangt auBerdem von der Zell- 
dichte bei der Einsaat der Zellen ab und ist dadurch 
eingeschrankt, daB nicht alle Zellarten bei geringer Zell- 
dichte wachsen. Auch durch den Einsatz eines Klonie- 
rungsringes kdnnen die obengenannten Probleme nur 
teilweise iiberwunden werdea Die Plazierung eines 
KJonierungsringes ist miihsam und hinteriaflt Spuren 
des erforderlichen Haf tmittels, z. B. eines Silikonklebers, 
auf dem Substrat (z. B. einer Zellkulturplatte) oder dem 
Gewebe, was bei weiterer Langzeitkultivierung stdrend 
ist Da das durch einen Klonierungsring umschlossene 
Volumen offen ist und mit dem Rest der Kultur in Ver- 
bindung steht, kann eine Kontamination der enmonune- 
nen Zellen oder Klone durch Zellen aus dem Rest der 
Kultur nicht ausgeschlossen werderL Auch ist eine ge- 
naue Abgrenzung von Klonen oder Zellgruppen wegen 
der gewohnlich mit einer Pipette durchgefiihrten manu- 
ellen Positionierung des Ringes auf der Kulturoberfla- 
che nur schwer moglicL 

Der vorliegenden Erfindung liegt, ausgehend von 
dem oben geschilderten Stand der Technik, die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren gemaB dem Oberbegriff des 
Anspruchs 1 derart weiterzubilden, dafl eine einfache 
und exakt lokalisierbare Behandlung von Objekten in 
einer Fliissigkeit durchgefiihrt werden kann, insbeson- 
dere (jedoch nicht ausschlieBlich) ein lokales Spiilen, 
Inkubieren, Abldsen, Mischen, Perfundieren, Verdiin- 
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nen, Vereinzeln und/oder Entnehmen von kJeinen (Gro- 
Benordnung Millimeter und daraunter), insbesondere 
biologischen Objekten,die sich in einem Flussigkeiisvo- 
lumen befinden. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaB dem 5 
Oberbegriff des Anspruchs 1 mit den kennzeichnenden 
Merkmalen des Anspruchs 1 oder des Anspruchs 2 ge- 

lost. , 

Weiterbildungen und voneilhafte Ausgestaltungen 
der erfindungsgemaBen Verfahren und voneilhafte Ein- 10 
richtungen zu dessen Durchfiihrung sind Gegenstand 
weitererAnspruche. 

Die vorliegenden Verfahren und die vorhegenden 
Einrichtungen ermoglichen es, Objekte, wie Zellen und 
dergleichen, die an einem Substrat haften oder auf ei- 15 
nem Substrat aufliegen oder in einer Flussigkeit suspen- 
diert sind, unter visueller Kontrolle aus einem Behaher, 
wie einem KuhurgefaB, abzuirennen. Eine Verunreini- 
gung der separierten Zellen oder Zellklone durch ande- 
re Zelltypen, die Schadigung anderer Zellen der Kuitur- 20 
einheit durch die Behandlung und/oder ein Austrocknen 
der Kulturen wahrend der Behandlung warden vermie- 
den. Die Erfindung ermoglicht eine lokaie und separate 
Perfusion und Behandlung von bestimmten Abschnitten 
einer zu behandehiden Struktur, wie eines Gewebes an 25 
einer Zellkultur. zur Losung diagnostischer zellbiologi- 
scher und gentechnischer Fragestellungen, eine Far- 
bung, Gen-Transferierung, in situ Hybridisierung, ohne 
das Weiterbestehen der Kuitur zu gefahrden. Das Un- 
tersuchungsobjekt kann aus einem Substrat abgelost, 30 
aus einer Kultureinheit oder einem Gewebe entnom- 
men werden und in definierten Behaltern zur weiteren 
Bearbeitung separiert werden. 

Die Behandlung kann lokalisiert durchgefuhrt wer- 
den, wobei der nichibehandelte Bereich des betreffen- 35 
den Flussigkeitsvolumens im wesentlichen unbeeinfluBt 
bleibu Inkubationslosungen konnen rasch ausgetauscht 
werden, eine Verunreinigung des Bades> in dem die Be- 
handlung des Untersuchungsobjektes erfolgt und aus 
dem das Objekt enmommen werden kann, wird vermie- 40 
den. 

Im folgenden werden Ausf uhrungsbeispiele der Erfin- 
dung unter Bezugnahme auf die Zeichnungen naher er- 
lautert, dabei werden noch weitere Vorteile und Merk- 
male der Erfindung zur Sprache kommea Es zeigen: 45 

Fig. 1 eine stark vereinfachte Schnittansicht einer er- 
sten Ausfuhrungsform einer Einrichtung gemaB der Er- 
findung; 

Fig. 2 eine vergroBerte Schnittansicht eines Teiles ei- 
ner gegenuber Fig. 1 etwas abgewandelten Ausfuh- 50 
rungsform der Erfindung; 

Fig. 3 eine stark vereinfachte Schnittansicht einer 
weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung; 

Fig. 4 bis Fig. 6 vereinfachte isometrische Darstellun- 
gen eines wesentlichen Teiles weiterer Ausfiihrungsfor- 55 
men der Erfindung; 

Fig, 7 eine Abwandlung der Ausfuhrungsform gemaB 
Fig. 6; 

Fig. 8 bis 10 stark vereinfachte. isometrische Darstel- 
lungen eines wesentlichen Teiles wieder anderer Aus- eo 
fuhrungsformen der Erfindung, 

Fig, 1 1 eine etwas vergrdBerte Darstellung der in 
Fig. 1 dargestellten Ausfuhrungsform von unten, 

Fig. 12 eine vereinfachte perspektivische Ansicht ei- 
ner weiteren A usfuhrungsform der Erfindung, 65 

Fig. 13 und 14 Axialschnitte von Pipettenspitzenteilen 
gemaB weiterer Ausfiihrungsformen der Erfindung, 

Fig. 15A und Fig. 15B Axialschnitte eines Pipetten- 
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spitzenteiles gemaB wieder einer anderen Ausfuhrungs- 
form der Erfindung in zwei verschiedenen Betriebszu- 
standen. 

Bei dem Verfahren gemaB der Erfindung wird wie 
bekannt ein Strom von Flussigkeit iiber Material oder 
Objekte, die zu behandeln sind und sich gewohnlich in 
einem Fliissigkeitsbad befinden, geleitet ("Perfusion"). 
GemaB der Erfindung wird der Einwirkungsbereich des 
gewohnlich gerichteten, strahlartigen Flussigkeitsstro- 
mes innerhalb des Flussigkeitsvolumens begrenzt. Dies 
kann einerseits geometrisch erfolgen, indem an der 
Mundung eines Pipettenspitzenteiles ein ring- oder 
kammerartiges Bauteil angeordnet wird, das einen Teil- 
volumen des Flussigkeitsbades von diesem abgrenzt 
Das Teilvolumen kann vollstandig oder auch nur teil- 
weise, insbesondere in seitlicher Richtung, gegen das 
Gesamtvolumen abgeschlossen sein. 

Die Begrenzung des Einwirkungsbereiches kann an- 
dererseits auch dynamisch erfoigen, indem beim Einfuh- 
ren von Flussigkeit in einen Bereich, in dem sich das 
Material oder die Objekte, die zu behandeln sind, befin- 
den. gleichzeitig Flussigkeit aus diesem Bereich aktiv 
abgesaugt wird. Das Absaugen kann kolinear (Fig. 1), im 
wesentlichen parallel (Fig. 4), im wesentlichen tangenti- 
al zu einem vom zugefilhrten Flussigkeitsstrom tangier- 
ten Kreis (Fig. 9) oder koaxial (Fig. 10) erfolgen. Es 
kann eine gesteuerte Pendelbewegung der Perfusions- 
fliissigkeit iiber das zu behandelnde Material durchge- 
fiihri werden. 

Die in Fig. 1 dargestellte Einrichtung zur Durchfuh- 
rung des vorliegenden Verfahrens besteht im wesentli- 
chen aus einem Applikatorteil und einer Fluidfordervor- 
richtung 12. 

Der Applikatorteil 10 enthalt zwei diisenartige Pipet- 
tenspitzenteile 14, 16, die sich von kurzen, zylindrischen 
AnschluBteilen 14a, 16a zu ihren Mundungen 14b bzw. 
16b verjiingen. Bei dem Ausfiihrungsbeispiel gemaB 
Fig. 1 sind die Vorderenden der Pipettenspitzenteile iim 
etwa 9^ gebogen, so daB die Mundungen 14b, 16b ein- 
ander koaxial mit Abstand gegenuberliegen. Die Pipet- 
tenspitzenteile 14, 16 konnen getrennte Bauteile sein 
oder, gegebenenfalls losbar durch ein Verbindungsele- 
ment 18 miteinander verbunden sein oder ein integrales 
Bauteil bilden. Der Applikatorteil ist auswechselbar an 
der Fluidfordervorrichtung angebracht. 

Die Fluidfordervorrichtung 12 enthalt einen Zylinder 
20, in dem ein Kolben 22 mit einer Kolbenstange 24 
nach Art einer Injcktionsspriue oder dergl verschieb- 
bar gelagert ist Der Zylinder 20 ist unten mit einem 
ersten AnschluBstutzen 26 versehea auf dem das An- 
schluBteil 14a dicht aufsteckbar. An das obere Ende des 
Zylinders 20 ist eine Rohrleitung 28 angeschlossen, die 
in einem zweiten AnschluBstutzen 30 endet, auf den das 
AnschluBteil 16a aufgesteckt ist. 

Der Kolben und die Rohrlehung 28 konnen in einem 
nicht dargestellten Gehause angeordnet oder mit einem 
solchen integral ausgebildet sein. 

Die Einrichtung gemaB Fig- 1 kann auf eine Zellkultur 
32 oder dergU die sich z. B. in einer mit einer geeigneten 
Flussigkeit gefiillten Petrischale oder Klonierungsplatte 
34 befindet, aufgesetzt oder mit den Mundungen der 
Pipettenspitzenteile in die Nahe der Zellkultur gebracht 
werden, wie es in Fig. 1 dargestellt ist. Durch Hin- und 
Herbewegen des Kolbens 22 kann eine Pendelbewe- 
gung der Russigkeit in dem Bereich zwischen den bei- 
den Mundungen 14b, 16b bewirkt werden. Wenn die 
Pipettenspitzenteile vorher mit einer BehandlungsflQs- 
sigkeit, 2. B. einer Enzymlosung, gefiillt worden waren. 
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kann eine lokalisierte Enzymbehandlung der Zellkultur 
durchgefuhrt werden. In entsprechender Weise konnen 
Zellen aus der Zellkultur in den einen oder in den ande- 
ren Pipettenteil 14 oder 16 angesaugt und dann an einen 
anderen Ort ubergefuhrt werden. Die Pipettenspitzent- 5 
eile 14, 16 kdnnen beispieis weise aus biegsamem Kunst- 
stoff. wie PVC Oder FE bestehen. 

iFig. 2 zeigt stark vergroBert einen gegeniiber Fig. 1 
etwas abgewandeiten Applikatorteil 210. Der Applika- 
torteil 210 enihait wieder zwei Pipettenspitzemeile 214, 10 
216,deren Miindungen hier jedoch miteinander verbun- 
den sind und eine gemeinsame, nach unten weisende 
Off nung 236 bilden. Der Rand der Of fnung 236 ist durch 
einen elastischen Dichtungsring 238 bezuglich eines 
Substrats 240 abgedichtet Der Dichtungsring kann in 15 
einer nicht dargestellten Nut des Randes der Offnung 
236 angeordnet oder auf andere Weise an diesem Rand 
befestigt oder auch von dem Applikatorteil 210 getrcnnt 
sein. 

Der Applikatorteil 210 wird mit einer Fluidfordervor- 20 
richtung 12 (Fig. 1) verbunden und auf das Substrat 240 
aufgesetzt Durch Betatigung des Kolbens der Fluidfor- 
dervorrichtung kann eine im Applikatorteil befindliche 
FlOssigkeit 242 zum Vorbeistramen an der durch die 
Offnung 236 begrenzten Teil der Oberflache des Sub- 25 
strats 240 gebracht werden und dort befindliche Objek- 
te wie Zellen 244 in den einen Pipettenspitzenteil. z. B. 
216 gespiilt werden. Auch die anderen oben erwahnten 
Manipulationen konnen durchgefuhrt werden. Fig. 3 
zeigt eine Einrichtung gemaB der Erfindung mit einer 30 
abgewandeiten Fluidfordervorrichtung 312. Die Fluid- 
fbrdervorrichtung 312 enthalt zwei Zylinder 320a, 320b, 
in denen jeweils ein Kolben 322a bzw. 322b mit einer 
Kolbenstange 324a angeordnet ist Die Kolbenstangen 
sind durch eine ausriickbare Kopplungsvorrichtung 346 35 
so miteinander gekoppelt, dafi sie entweder gemeinsam 
gegeniaufig oder unabhangig voneinander bewegt wer- 
den kdnnen. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 3 sind die 
Kolbenstangen 324a. 324b als Zahnstangen ausgebildet 40 
und durch drei in einer Reihe zwischen ihnen angeord- 
nete Zahnrader miteinander koppelbar. Zur Entkopp- 
lung kann beispielsweise das mittlere Zahnrad ausge- 
riickt oder eine der Kolbenstangen so gedreht werden, 
daB die Zahnstange nicht mehr in das benachbarte 45 
Zahnrad eingreift. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die Kolben- 
stangen durch eine Klammer, einen Bugel oder dergU 
gegebenenfalls mit gewunschter axialer Versetzung, di- 
rekt miteinander zu verbinden, so daB sie gleichsinnig 50 
bewegbar sind. In diesem Fall ist dann der eine Zylinder 
mit seinem oberen Ende, der andere mit seinem unteren 
Ende mit dem zugehdrigen Applikatorteil verbunden. 
urn eine gegensinnige Stromung in den Applikatorteilen 
zu gewahrleisten. 55 

Die Kopplungsvorrichtung kann selbstverstandlich 
auch anders ausgebildet sein und beispielsweise ein Ge- 
stange enthalten. Die Zylinder 320a, 320b konnen unter- 
schiedliche Querschnitte haben. 

Die Doppelkolben-Fluidfordervorrichtung gemafl eo 
Fig. 3 erlaubt eine exakt gesteuerte Pendelbewegung 
der Flussigkeit auch dann, wenn der Raum zwischen den 
Miindungen der Pipettenspitzenteile wie bei Fig. 1 nicht 
abgeschlossen ist 

Rg.4 zeigt einen Applikatorteil mit zwei Pipetten- 65 
spitzenteilen 414. 416 mit axialen Mundungen. Der Ab- 
stand der Mundungen kann je nach Anwendung ver- 
schieden bemessen werden, wie durch einen Doppel- 
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pfeil symbolisiert ist 

Fig. 5 zeigt einen Applikatorteil, dessen Pipetten- 
spitzenteile 514, 516 gebogene Enden aufweisen, so daB 
sich die Mundungen der Pipettenspitzenteile wie bei 
den Pipettenspitzenteilen 14, 16 in Fig. 1 gegenuberste- 
hen. Bei Fig. 5 ist die Mundung 5l6b des Pipettenspitz- 
enteiles 516 trichterartig erweitert, um das EinspOlen 
von Objekten in den Pipettenspitzenteil 516 zu erleich- 
lem. Der Pipettenspitzenteil 514 hat eine spitz zulaufen- 
de Mundung, die einen definierten Strahl zu erzeugen 
gestattet Fiir andere Anwendungen konnen beide Pi- 
pettenspitzenteile 514, 516 mit einer erweiterten Miin- 
dung versehen sein. 

Fig. 6 zeigt einen Applikatorteil 610, der ahnlich aus- 
gebildet ist wie der Applikatorteil 10 gemaB Fig. 1. Hier 
sind jedoch die miindungsseitigen Enden der Pipetten- 
spitzenteile in einem Klonierungsring 650 angeordnet 
Der Klonierungsring kann mit dem Applikatorteil 610 
verbunden oder integral mit diesem ausgebildet sein. 

Fig. 7 zeigt einen Applikatorteil 710, der sich von dem 
gemiB Fig. 6 dadurch unterscheidet, daB die Enden der 
Pipettenspitzenteile durch Off nungen in der Seitenwand 
des Klonierungsrings 750 in dessen Inneres eingefuhrt 
seia Die Enden der Pipettenspitzenteile 714, 716 kon- 
nen in die Offnungen des Klonierungsringes 50 Ifisbar, 
dicht eingesteckt oder mit dem Klonierungsring fest 
verbunden sein. 

Fig. 8 zeigt einen Applikatorteil 810, bei dem die En- 
den der Pipettenspitzenteile 814, 816 wie bei Fig. 2 mit- 
einander verbunden sind An der Unterseite ist eine Off- 
nung 836 vorgeschen, dercn Gr6Be je nach Anwendung 
verschieden bemessen und die wie bei Fig. 2 mit einer 
Dichtung (nicht dargestellt) versehen sein kann. Fig. 9 
zeigt einen Applikatorteil 910, bei dem die Enden der 
Pipettenspitzenteile 914, 916 in eine zur Achse der An- 
schluflteile senkrechte Ebene so gebogen sind, daB die 
Miindungen tangential oder in einem gewissen, z.B. 
nach innen gerichteten Winkel zu einem imaginSren 
Kreis verlaufen. Der Applikatorteil 910 ermdglicht die 
Erzeugung einer durch Pfeile angedeuteten Wirbelstro- 
mung. 

In den Fig. 10 und 1 1 ist ein Applikatorteil 110 darge- 
stellt, dessen eine integrale Struktur bildenden Pipetten- 
spitzenteile 114, 116 sich uberschneidcn und konzcntri- 
sche Mundungen lt4b, 116b bilden, wie insbesondere 
aus Fig. 11 ersichtlich ist Die auBere Mundung 114b 
kann mit einer Dichtung versehen sein und die innere 
Mundung 116b ist gegeniiber dem unteren Rand der 
Dichtung bzw. dem Rand der Mtindung 114b etwas zu- 
nickgesetzt, damit das Aus- oder Eintreten von FlUssig- 
keit nicht behindert wird. 

Die besonders einfache Ausfiihrungsform gemaB 
Fig. 12 enthalt einen Applikatorteil mit nur einem einzi- 
gen Pipettenspitzenteil 14, das rait einer Fluidf6rdervor- 
richtung 12 z, B. nach Art einer Injektionsspritze ver- 
bunden wird. An der Mundung 14a des Pipettenspitz- 
enteiles 14 ist ein ringformiges Bauteil nach Art eines 
Klonierungsringes angebracht, dessen unterer Rand ab- 
dichtend an einem Substrat 40 anliegt, so daB ein Teilvo- 
lumen, das ein zu behandehides Objekt 32 enthalt, vom 
ubrigen Flussigkeitsvolumen in seitlicher Richtung ab- 
gegrenzt ist Die unsymmetrische trichterartige Erwei- 
terung des ringformigen Bauteil nach einer Seite, hier 
nach oben und in Richtung von der Mundung des Pi- 
pettenteiies weg, ermdglicht eine laterale Perfussion der 
SubstratoberflSche. Durch altemierendes AusstoBen 
und Ansaugen von Flussigkeit kann das Objekt gezielt 
und auf es beschrankt behandelt werden. 
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Ahnliche Wirkungen wie durch die Einrichtung ge- 
maS Fig. 12 kann auch mit einem Applikatorteil der in 
Fig. 2 dargestellten An erreicht werden, bei dem nur ein 
Pipettenspitzenteil mit einer Fluidfordervorrichtung 
funktionsmaBig verbunden ist und das andere als kom- 5 
munizierende Rohre wirkt. 

Die Pipettenspitzenteile konnen innen verschiedene 
Vorrichttingen enthalten, die eine Gestaltung der Stro- 
mungsform (laminar, turbulent, schraubenformig) er- 
moglichen. 10 

Das in Fig. 13 dargesteiite Pipettenspitzenteil 14x 
enihalt einen Ring 14x1, der durch Halterungen, z. B. 
elastische Streben, im miindungsseitigen Ende gelagert 
ist und eine Turbulenz der austretenden Stromung be- 
wirkt, wie durch Pfeile angedeutet ist. 15 

Das in Fig, 14 dargesteiite Pipettenspitzenteil 14y 
enthali spiralformige Rippen 14yl, die der austretenden 
Stromung einen Drall erteilea 

Das in Fig. 15 dargesteiite Pipettenspitzenteil 14z 
enthalt einen kippbaren und axial verschiebbaren Ein- 20 
saiz 1421 der an einem Ring ansetzt, dann ein zylindri- 
sches Oder schwach konisches Zwischenstiick enthalt 
und schlieBlich in einem kegelstumpfformigen Trichter- 
teil endet. Der Ring ist so bemessen, daB er in der ausge- 
fahrenen Stellung (Fig. 15A) an einer inneren Eling- 25 
schulter anliegt und ein Herausfallen des Einsaizes ver- 
hindert, Bei ausreichend losem Siiz des Einsatzes kann 
sein Ausfahren (Fig. 15A) und Einziehen (Fig. 15B) 
durch die Stromung selbst bewirkt werden. Mit den ver- 
schiedenen Stellungen des beschriebenen beweglichen 30 
Einsatzes und anderer beweglicher Einsatze lassen sich 
unterschiedliche Stromungsformen erzeugen. 

Die Fluidfordervorrichtungen konnen anstelle einer 
Zylinder Kolben-Anordnung beispielsweise auch min- 
destens einen zusammendriickbaren Balgen enthalten. 35 

Paten tanspriiche 

1. Verfahren zum Behandeln von Objekten, die sich 
in einem Fliissigkeitsvolumen befinden, mit einer 40 
Flussigkeit, bei welchem ein Fliissigkeitsstrom iiber 
die Objekte geleitet wird, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Bereich innerhalb des Flussigkeitsvo- 
lumens, auf den der Flussigkeitsstrom wirkt, geo- 
meirisch begrenzt wird. 45 
2 Verfahren zum Behandeln von Objekten, die sich 
in einem Flussigkeitsvolumen befinden, mit einer 
Flussigkeit, bei welchem ein Flussigkeitsstrom uber 
die Objekte geleitet wird, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Bereich innerhalb des Flussigkeitsvolu- 50 
mens, auf den der Flussigkeitsstrom wirkt, dadurch 
begrenzt wird, daB gleichzeitig Flussigkeit aus ei- 
ner die Objekte enthaltenden Umgebung abge- 
saugt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, daB durch abwechselndes Zufuhren und 
Absaugen von Flussigkeit eine hin- und hergehen- 
de Stromung in der Umgebung der Objekte er- 
zeugt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- eo 
zeichnet, daB das Absaugen im wesendichen koli- 
near zum zugefuhrten Flussigkeitsstrom erfolgt 
(Fig.1). 

5. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Absaugen im wesentlichen paral- 65 
lei zum zugefuhrten Flussigkeitsstrom erfolgt 
(Fig. 4). 

6. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB das Absaugen im wesentlichen ko- 
axial zum zugefuhrten Flussigkeitsstrom erfolgt 
(Fig. 10). 

7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Absaugen im wesentlichen tan- 
gential zu einem Kjeis erfolgt, zu dem der zuge- 
fuhrte Flussigkeitsstrom im wesentlichen tangenti- 
al verlauft (Fig. 9). 

8. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Zufuhrungsstelle und Absaugstelie 
vertauscht werden» so daB die Flussigkeit in dem 
genannten Bereich eine Pendelbewegung ausfiihrt 

9. Einrichtung zum Behandehi von Objekten, die 
sich in einer Flussigkeit befinden, mit einem Pipet- 
tenspitzenteil (14) und mit einer Fluidfordervor- 
richtung (12), die zum Ansaugen oder AusstoSen 
von Fluid mit dem PipettenspitzenteD gekoppeh ist, 
gekennzeichnet durch ein zweites Pipettenspitz- 
enteil (16), das zum Ansaugen und AusstoBen von 
Flussigkeit mit der Flussigkeitsfordervorrichtung 
(12) gekoppeh ist und eine Mundung (16b) aufweist, 
die sich in der Nahe der Mundung (14b) des ersten 
Pipettenspitzenteiles (14) befindet und daB die 
Fluidfordervorrichtung zum Erzeugen von Stro- 
mungen entgegengesetzter Richtungen in den bei- 
den Pipettenteilen ausgebtldei ist 

10. Einrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die Miindungen (14b, 16b) der 
beiden PipettenspitzenteUe gegenuberstehea 

11. Einrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pipettenspitzemeile (414, 416) 
derart nebeneinander angeordnet sind, daB die 
Miindungen im wesentlichen in die gleiche Rich- 
tung weisen (Fig. 4). 

12. Einrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pipettenspitzemeile (914, 916) so 
gebogen sind, daB die Richtungen, in die die Mun- 
dungen weisea im wesentlichen tangential oder in 
einem kieinen Winkel zu einem Kreis verlaufen 
(Fig. 9). 

13. Einrichtung nach Anspruch 9 oder 10. dadurch 
gekennzeichnet, daB die Mundung (516b) minde- 
stens eines der Pipettenspitzenteile (516) trichterar- 
tig erweitert ist (Fig. 5), 

14. Einrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die miindungsseitigen Enden der Pi- 
pettenspitzenteile miteinander verbunden sind und 
eine gemeinsame MiindungsOffnung (236, S36) bil- 
den (Fig. 2 bzw. 8). 

1 5. Einrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Miindungen (114b, 116b) der Pi- 
pettenspitzenteile (114, 116) im wesentlichen kon- 
zentrisch sind (Fig. 10 und 1 1). 

16. Einrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 15, 
gekennzeichnet durch ein im wesentlichen ringfor- 
miges Bauteil (650), in dem die Miindungen der 
Pipettenspitzenteile angeordnet sind (Fig. 6). 

17. Einrichtung nach Anspruch 9, gekennzeichnet 
durch ein ringformiges Bauteil (750). das minde- 
stens zwei seitliche Offnungen aufweist, die jeweils 
ein miindungsseitiges Ende eines der Pipettenspitz- 
enteile (714, 716) aufnehmen (Fig. 7). 

18. Einrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Ruidfordervor- 
richtung mindestens einen Zylinder (20) enthalt, in 
dem ein Kolben (22) verschiebbar angeordnet isL 

19. Einrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das eine Ende des Zylinders (20) mit 
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dem einen Pipettenspitzenteil (14) und das andere 
Ende des Zylinders mil dem anderen Pipettenspitz- 
enteil (16) verbunden ist (Fig. 1> 

20. Einrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Fluidfordervor- 5 
richtung zwei Zylinder (320a, 320b) enthalt, in de- 
nen jeweils ein Kolben (322a, 322b) verschiebbar 
angeordnet ist, und daB der eine Zylinder mit dem 
einen Pipettenspitzenteil und der andere Zylinder 
mit dem anderen Pipettenspitzenteil verbunden ist. 10 

21. Einrichtung nach Anspruch 20, gekennzeichnet 
durch eine Koppiungsvorrichtung (346), durch die 
die Kolben miteinander koppelbar sind. 

22. Einrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet,daB die Koppiungsvorrichtung fur eine 15 
unabhangige Betatigung der Kolben ausruckbar ist 

23. Einrichtung nach einem der Anspruche 20 bis 
22. dadurch gekennzeichnet, daB Zylinder unter- 
schiediiche Querschnitte aufweisen. 

24. Einrichtung zum Behandein von Objekten, die 20 
sich in einem Flussigkeitsvolumen befinden, mit ei- 
nem Pipettenspitzenteil (14), das eine Mundung 
aufweist, und mit einer Fluidfordervorrichtung (12), 
die zum Ansaugen oder Ausstofien von Fluid mit 
dem Pipettenspitzenteil gekoppelt ist, gekenn- 25 
zeichnet durch ein an der Mundung des Pipettent- 
eiles angebrachtes Bauteil (50 in Fig. 12), das einen 
Bereich des Flussigkeitsvolumens abgrenzt 
(Fig. 12). 

25. Einrichtung nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB das Bauteil im wesentlichen ringfor- 
mig ist und einen Rand aufweist, der an eine Ober- 
flache eines Substrats anlegbar ist 

26. Einrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Mundung des 35 
Oder mindestens eines der beiden Pipettenteile zum 
Erzeugen eines gerichteten. strahlartigen Fliissig- 
keitsstromes dusenartig ausgebUdet ist 

27. Einrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB im mundungsseitigen 40 
Ende mindestens eines Pipettenspitzenteiles eine 
Vorrichtung (14x1, 14yl) zur Stromungsformbeein- 
flussung vorgesehen ist. 

28. Einrichtung nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im miindungsseitigen Ende minde- 45 
stens eines Pipettenspitzenteiles ein durch die Stro- 
mung bewegiicher EinsaU (14zl) angeordnet ist 
(Fig. 15). 

29. Einrichtung nach Anspruche 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Einsatz (14x1) trichterformig 50 
ist 
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